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Izvle£ek
Magistrsko delo obravnava £asovno spreminjanje relativnih deleºev t.i. variant
monoklonskih protiteles z razli£nimi naboji, posebej pod vplivom razli£nih tempe-
ratur, kot pomembno pri uporabi v biolo²kih zdravilih. Variante  efektivno enake
proteine, vendar z razli£nimi naboji  delimo na kisle in bazi£ne, ki se od glavnih
razlikujejo v vrednosti izoelektri£ne to£ke oziroma neto naboju. Spremembe med
variantami lahko vplivajo na kvaliteto in u£inkovitost zdravila, zato je razumevanje
njihovega £asovnega spreminjanja nujno za u£inkovitej²i razvoj in proizvodnjo zdra-
vila. Visoke temperature pospe²ijo degradacijske procese in omogo£ajo v kraj²em
£asu spoznati potek £asovnega spreminjanja variant. Za dobljene meritve sem iz
tipi£nih stabilnostnih ²tudij uvedla efektivne modele, ki opisujejo prehajanje med
variantami in vklju£ujejo tako reverzibilne kot ireverzibilne prehode med varian-
tami. Izkazalo se je, da dane meritve najbolje opi²e model, ki vklju£uje reverzibilno
prehajanje iz glavnih variant v kisle in bazi£ne variante, za validacijo in uvedbo
ostalih pa je klju£na omejenost merskih podatkov. Uporabnost modela se izkaºe
pri £asovni ekstrapolaciji podatkov, kjer dobimo primernej²e napovedi spreminjanja
variant, kot pri uporabi linearne ekstrapolacije. Ker je koli£ina podatkov, vzetih
iz tipi£nih stabilnostnih ²tudij, omejena, nam kompleksni modeli dolo£ijo le grobo
oceno parametrov. Za natan£nej²o oceno bi potrebovali ve£je ²tevilo podatkov ali
alternativni preprostej²i model. Uspe²na, vendar ne povsem natan£na je tudi upo-
raba modela, ki predpostavlja le ireverzibilno prehajanje iz glavnih v kisle in bazi£ne
variante. Pri danih formulacijah so bile kisle variante temperaturno pogojene in so
se njihove vrednosti hitreje pove£evale skladno s povi²anjem temperature. Spre-
minjanje bazi£nih variant ni bilo temperaturno odvisno. Prisotnost temperaturne
odvisnosti omogo£a uporabo Arrheniusove zveze, ki opisuje temperaturno odvisnost
konstante hitrosti reakcije. Na podlagi modelskih rezultatov ireverzibilnih prehajanj
med variantami, je bilo mo£ dolo£iti Arrheniusovo zvezo, ki dobro opi²e £asovno spre-
minjanje temperaturno pogojenih variant. V splo²nem magistrsko delo temelji na
uporabi matemati£no fizikalnih pristopov za opis kompleksnih proteinskih procesov
in prispeva k svetovnemu izzivu razvoja novih biolo²kih zdravil.
Klju£ne besede: proteini, dinami£ne ena£be, monoklonska protitelesa, stabilnost,
£asovno spreminjanje variant, temperaturna odvisnost, Arrheniusova zveza

Abstract
This Master thesis explores time dependence of monoclonal antibody charge
variants specially as affected by different temperatures, and in relevance for bio-
pharmaceutical drug development. Variants  effectively, same protein, but with
a different net charge  emerge as acidic and basic, and differ from the main ones
in the value of isoelectric point or net charge. Conversion of variants may influ-
ence quality and effectiveness of therapeutics, therefore the understanding of their
transformation through time is crucial for a more efficient therapeutic development
and production. High temperatures accelerate the degradation processes and allow
for understanding the time variation of variants. I introduced effective models that
describe the conversion of variants for the measurements obtained from typical sta-
bility studies and also include both reversible and irreversible conversions between
variants. The best model to describe the given data turned out to be the one in-
volving a reversible conversion from the main variants to the acidic and basic ones,
whereas other models would require more accessible data. The model is well capable
of time extrapolation of data, which gives us more appropriate results comparing to
the ones obtained by linear extrapolation. Because the amount of data taken from
typical (experimental) stability studies is limited, complex models give us only a
rough estimate of the parameters. For a more accurate estimate, more data or an
alternative, simpler model would be required. Model assuming only an irreversible
conversion from the main to the acidic and basic variants is also successful, to a good
degree. In the given formulations, the acid variants are temperature conditioned and
their values increase more rapidly with increasing temperature, whereas the basic
variants are not temperature dependent. Temperature dependence allows for the
use of the Arrhenius equation, which relates the temperature dependence with the
reaction rate constant. Based on the model results of irreversible conversion between
variants, it was possible to determine the Arrhenius equation coefficients, which well
describes the time dependence of temperature conditioned variants. More generally,
this work is based on the use of physical and mathematical approaches for modelling
of complex protein processes and is a contribution towards the world challenge of
developing novel biological drugs.
Keywords: proteins, rate equations, monoclonal antibodies, stability, time depen-
dence of variants, temperature dependence, Arrhenius equation
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Poglavje 1
Uvod
Biolo²ka zdravila so praviloma makromolekule  proteini, ki jih sintetizirajo ºivi or-
ganizmi. So zelo specifi£na, zato se je njihova uporaba v zadnjih letih ²e pove£ala,
pogojujejo pa jih tudi ²tevilni (bio) fizikalni mehanizmi, sploh v povezavi z elek-
trostatiko [1, 2, 3, 4]. Kljub njihovi kompleksnosti in velikim strukturam, obstaja
le ena oblika proteina, ki je optimalna za njegovo delovanje, imenujemo jo nativna
struktura [5, 6]. Stabilnost nativne strukture proteinov predstavlja velik znanstveni
izziv, sploh pri proizvodnji biolo²kih zdravil. V primeru da biolo²kega zdravila ne
moremo stabilizirati je to neuporabno, v resnici strupeno, za nadaljnjo uporabo [7].
Razvoj biolo²kih zdravil traja nekaj let, proizvodnja pa tipi£no dva meseca, lahko
tudi le nekaj tednov. Tekom razvoja se izvajajo ²tevilne stabilnostne ²tudije in raz-
iskave za nadzor kvalitete, kakovosti in u£inkovitosti zdravila [8, 9, 10, 11], da se s
tem izognejo pojavu razli£nih stranskih u£inkov in imunogenosti. Del stabilnostnih
²tudij je tudi pospe²ena ali prisilna degradacija. Pri tem biolo²ko zdravilo izposta-
vijo razli£nim stresnim pogojem, kot je povi²ana temperatura, sprememba pH-ja,
vlage, svetlobe, ki spodbudijo hitrej²o razgradnjo. S hitrej²o razgradnjo prihranijo
na £asu opazovanja in hitreje dobijo informacije o vplivu zunanjih dejavnikov na
spreminjanje zdravila, kar jim omogo£a hitrej²o oceno roka uporabnosti zdravila, pa
tudi dolo£itev primernega skladi²£enja za zagotavljanje ustrezne kakovosti zdravil.
Izpostavljenost biolo²kih zdravil visokim temperaturam pospe²i razvijanje na-
tivne strukture proteinov, kar vpliva na njihovo stabilnost in aktivnost. Visoke tem-
perature spodbudijo reakcije znotraj proteina in lahko v kraj²em £asovnem obdobju
spoznamo, kako se spreminja struktura proteina in posledi£no njegove funkcije. V
uporabi so razli£ni modeli in simulacije, ki opisujejo dinamiko proteinov in pripo-
morejo k razumevanju razli£nih mehanizmov degradacije [12, 13]. V primeru, da je
hitrost reakcij pogojena s temperaturo, lahko za £asovno spreminjanje proteina iz-
peljemo Arrheniusovo zvezo, ki opisuje temperaturno odvisnost hitrosti reakcij [14].
Arrheniusova zveza se dobro obnese pri agregaciji in razgradnji malih molekul, zato
nas zanima ali jo je moºno implicirati tudi na biolo²ka zdravila.
V magistrskem delu se bom osredoto£ila na eno skupino biolo²kih zdravil, na mo-
noklonska protitelesa. Njihova specifi£nost predstavlja veliko prednost in je glavni
razlog za velik porast njihove uporabe v zadnjih letih [15]. Protitelesa so pod vpli-
vom razli£nih dejavnikov podvrºena razli£nim kemijskim in fizikalnim razgradnjam
[16, 17], ki se odraºajo v nastanku novih variant [18, 19, 20]. Nove variante, kisle
in bazi£ne, se od glavnih variant razlikujejo v vrednosti neto naboja. Kisle vari-
ante imajo manj²i neto naboj, medtem ko imajo bazi£ne ve£jega. Nove variante
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lahko analiziramo z meritvijo vrednosti izoelektri£ne to£ke ter z ionsko izmenjevalno
kromatografijo [18, 21], kjer na podlagi retencijskih £asov dolo£imo vrsto variante.
asovno spreminjanje variant lahko opi²emo z razli£nimi vrednostmi konstant reak-
cij. V primeru, da je spreminjanje variant pogojeno s temperaturo lahko izpeljemo
Arrheniusovo zvezo.
V magistrskem delu sem za tri razli£ne formulacije biolo²kih zdravil analizirala
£asovno spreminjanje glavnih, kislih in bazi£nih variant pri razli£nih temperatu-
rah. Namen magistrske naloge je dolo£iti ustrezen model, ki na podlagi teoreti£nega
poznavanja prehajanja med variantami £im bolj²e opi²e £asovno prehajanje in spre-
minjanje variant. Z ustreznim modelom bi dobro opisali dane meritve, poleg tega bi
sluºil kot dober pripomo£ek za ekstrapolacijo podatkov in s tem pribliºen vpogled
v £asovno spreminjanje variant. V primeru, da je prehajanje variant temperaturno
pogojeno bi lahko za £asovno spreminjanje biolo²kih variant izpeljali Arrheniusovo
zvezo.
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Teoreti£ne osnove proteinov in
izbranih proteinskih procesov
V teoreti£nem delu bom na kratko predstavila zgradbo in strukturo proteinov ter se
predvsem osredoto£ila na protitelesa. Opisala bom razli£ne dejavnike, pod vplivom
katerih protitelesa preoblikujejo svojo strukturo, kar se odraºa v nastanku kislih in
bazi£nih variant protitelesa. Za identifikacijo novih variant se med drugim uporablja
ionsko izmenjevalna kromatografija, ki jo bom na kratko opisala. Predstavila bom
uporabo temperaturnega stresa, s katerim pospe²imo nastanek variant ter uporabo
modelskih simulacij.
2.1 Proteini
Proteini so makromolekule in so prisotni v ºivih organizmih in opravljajo razli£ne
biolo²ke in biofizikalne funkcije. Sestavljeni so iz aminokislin, ki se povezujejo v
razli£no dolge in kompleksne strukture [5, 6]. Med seboj se razlikujejo v ²tevilu
povezanih aminokislin, kar vpliva na raznolike strukture in velikost ter na njihovo
biolo²ko delovanje. V ºivih organizmih sluºijo za presnovo in transport, predsta-
vljajo mehansko oporo v celicah, omogo£ajo kr£enje in delovanje mi²ic, uravnavajo
fiziolo²ke aktivnosti in sluºijo kot imunska za²£ita.
Lo£imo ²tiri stopnje proteinske strukture. Aminokislinsko zaporedje znotraj pro-
teina je dolo£eno s primarno strukturo. Zna£ilna primarna struktura je temeljna za
nadaljnje zvijanje proteina. Posamezni kraj²i deli primarne strukture se zvijajo v
obliki α-vija£nice ali β-strukture, kar ponazarja sekundarno strukturo. Medsebojno
povezovanje in zvijanje sekundarnih struktur v kon£no tridimenzionalno obliko pred-
stavlja terciarno strukturo. Zadnja stopnja je kvartarna struktura, ki ponazarja
zdruºitev vsaj dveh polipeptidnih verig. To£no dolo£ena struktura proteina opra-
vlja to£no dolo£ene biolo²ke in kemijske funkcije. Sprememba v strukturi pomeni
modifikacijo prvotnih funkcij proteina, kar v glavnem ni zaºeljeno.
Kemijske in fizikalne lastnosti proteinov narekujejo stranske verige aminokislin.
Struktura proteina je najbolj stabilna v nativni konformaciji, ki ponazarja to£no
dolo£eno zvito tridimenzionalno strukturo. Nativno stanje ni odvisno od za£etnih
pogojev in procesov in se nahaja v globalnem minimumu proste energije [22]. Na-
sploh so nativni proteini, £e so izpostavljeni nefiziolo²kim pogojem slabo stabilni,
zatorej lahko ²tevilni dejavniki hitro vplivajo na stabilnost proteina in poru²ijo na-
tivno konformacijo, kar vzporedno vpliva na njegove zna£ilnosti. Glede na prosto
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energijo je nativno stanje tipi£no le okoli 2080 kJ/mol stabilnej²e od razvite struk-
ture [7], kar ustreza okoli 835 kBT/molekulo pri sobni temperaturi (T = 25°C).
Majhna konformacijska stabilnost je posledica skupnih prispevkov interakcij, ki pri-
spevajo k stabilizaciji proteinov ter prispevkov, ki so klju£ni za razvitje proteinske
strukture. Stabilnost proteinov je ohranjena zaradi prispevkov hidrofobnih interak-
cij, vodikovih vezi ter van der Waalsovih in elektrostatskih sil. Sekundarna struktura
je stabilizirana zavoljo nastanka vodikovih vezi med elektronegativnimi atomi. Pri
zvijanju proteinov prevladujejo hidrofobne interakcije, zato je najve£ hidrofobnih
vezi v notranjosti nativne strukture. Na povr²ini proteina se nahajajo nabite ami-
nokisline, ki definirajo skupni ali neto naboj proteina ter elektrostatsko interagirajo
z drugimi molekulami. Prispevki, klju£ni za razvitje in destabilizacijo nativne struk-
ture, izhajajo iz entropije stanj proteinskih molekul [22]. Lo£imo lokalne in nelokalne
prispevke. Po definiciji je entropija enaka
S = −NkB
j∑
i=1
pi ln pi, (2.1)
kjer je porazdelitev vseh stanj sistema i = 1, 2, ..., j opisana z verjetnostjo pi, N je ²te-
vilo delcev. Lokalna entropija se nana²a na konformacijske prispevke, ki spominjajo
na vibracije in rotacije pri majhnih molekulah in je hkrati neodvisna od globalnih
lastnosti verige, kot sta polmer giracije ter porazdelitev nepolarnih in polarnih ostan-
kov v verigi. Sprememba lokalne entropije vpliva na stabilnost zvitih proteinov, saj
se ta zmanj²a ob pove£anju lokalne prostostne konformacije ene peptidne vezi [22].
Nelokalna entropija izhaja iz prepovedane prostornine, na podlagi katere dva raz-
li£na dela verige ne zavzemata iste prostornine. Obenem pa so nelokalni prispevki
entropije odvisni od razmerja med ²tevilom monomerov in volumnom, ki ga zavzame
veriga. Primerjava volumna med zvitim stanjem, zelo kompaktnim stanjem, ki za-
vzame majhno koli£ino volumna ter razvitim stanjem, z ve£jim volumnom, nakazuje
na izgubo nelokalne entropije pri procesu zvijanja.
Nativna struktura se razvije in destabilizira ºe pod vplivom majhnih sprememb
v temperaturi ali pH-ju raztopine [7]. Temperaturne spremembe vplivajo na fizi£no
degradacijo proteinov. Degradacija je lahko reverzibilna, pri izpostavitvi visokim
temperaturam pa je pogosto ireverzibilna zaradi pojava agregacije. Vpliv tempera-
ture se odraºa tudi v hitrosti reakcije, ki se obi£ajno pove£a s pove£anjem tempera-
ture. Poleg temperature je za stabilnost proteinov pomembna tudi vrednost pH-ja
raztopine. Pri dolo£eni vrednosti pH-ja je neto naboj ni£elen, ta se skladno s pove£a-
njem ali zmanj²anjem vrednosti pH-ja, zmanj²a ali pove£a. Ko se zaradi spremembe
pH-ja znotraj proteina pojavi preseºek naboja in se pove£a koncentracija naboja
se nativna struktura destabilizira in razvije, saj je prosta energija razvitega stanja
niºja od zvite s preseºkom naboja. Po drugi strani lahko sprememba pH-ja pove£a
²tevilo ionskih interakcij, ki pa prispevajo k pove£anju konformacijske stabilnosti
proteinov.
2.2 Protitelesa
Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so proteini, katerih glavna vloga je imunska
obramba organizma pred virusi in bakterijami. Nahajajo se v krvi, solzah, urinu
in drugih telesnih izlo£kih [5]. Identificirajo in veºejo tujke oziroma antigene, ki bi
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vljenje avtoimunih bolezni, multiple skleroze ter drugih imunskih boleznih. Tako kot
preostali proteini so tudi monoklonska protitelesa podvrºena nestabilnosti, ki pred-
stavlja najve£ji izziv tekom razvoja proteinskih zdravil. Monoklonska protitelesa so
pod vplivom ²tevilnih dejavnikov izpostavljena razli£nim razgradnjam [4], ki spod-
budijo nastanek novih variant. Pojav novih variant lahko vpliva na spremenjeno
farmakodinamiko (zadrºevanje zdravila v telesu) oziroma lahko vodi do nezaºeljenih
u£inkov zdravljenja.
2.2.1 Elektrostatika: Kisle in bazi£ne variante protiteles
Nestabilnost protiteles dopu²£a tvorbo novih vezi ali razpad obstoje£ih, kar vpliva
na spreminjanje njihove strukture ter na njihove fizikalne in kemijske lastnosti. Obi-
£ajno se na stranske verige aminokislin veºejo razli£ni ioni, zatorej se pojavijo spre-
membe v neto naboju. Sprememba neto naboja se odraºa v nastanku novih variant
protiteles. V primerjavi z osnovnimi ali glavnimi oblikami jih imenujemo kisle in ba-
zi£ne variante [18]. Bazi£ne variante so sinonim za pove£anje neto naboja, v primeru
zmanj²anja neto naboja, pa nastanejo kisle variante.
Omenjene variante se opazujejo s tehnikami lo£evanja, ki temeljijo na osnovi
naboja. Med drugimi sta tak²ni dve tehniki ionska izmenjevalna kromatografija
[18, 19] ter kapilarno izoelektri£no fokusiranje [21]. Pri slednji merimo vrednosti
izoelektri£ne to£ke. Izoelektri£na to£ka podaja vrednost pH-ja, pri katerem je neto
naboj aminokislin enak ni£. V primerjavi z glavno vrsto imajo kisle variante niºjo
navidezno izoelektri£no to£ko, medtem ko imajo bazi£ne vi²jo izoelektri£no to£ko.
Vrednost izoelektri£ne to£ke podaja informacijo o variantah stranskih verig amino-
kislin.
Uporaba ionsko izmenjevalne kromatografije temelji na elektrostatskih interak-
cijah med molekulami. Pri kromatografskih tehnikah se ioni porazdelijo med dve
fazi, mobilno in stacionarno [6]. Vzorec skupaj z mobilno fazo (pufrska raztopina)
potuje skozi kolono, kjer se nahaja nabita stacionarna faza. Stacionarna faza veºe
nasprotno nabite ione, hkrati preostali del vzorca nemoteno potuje mimo stacio-
narne faze in se izlo£i iz kolone. Na izlo£en material posvetimo z UV svetlobo [2], ki
jo protein absorbira in merimo opti£no transmisivnost iz kolone izlo£enega materiala
T ter izra£unamo absorbanco A kot
A = log10
1
T
. (2.2)
Absorbanca je sicer brezdimenzijska koli£ina vendar se v£asih izraºa v arbitrarni
enoti (angl. absorbance unit, AU ). Z uporabo Beer-Lambertovega zakona izra£u-
namo koncentracijo proteina
cv =
A
εd
, (2.3)
kjer je d debelina vzorca, ki jo obsvetljujemo ter ε je ekstinkcijski koeficient, ki je
odvisen od valovne dolºine svetlobe in strukture proteina.
Na podlagi zadrºevalnega oziroma retencijskega £asa v koloni lo£imo posamezne
razli£ice. Poznamo dve obliki ionsko izmenjevalne kromatografije, kationsko (angl.
cation exchange chromatography, CEX) in anionsko (angl. anion exchange chroma-
tography, AEX). Razlika med njima je v naboju stacionarne faze v koloni. Pri CEX
je stacionarna faza negativno nabita, pri AEX pa pozitivno nabita. Na sliki 2.2 so
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prikazani kromatografski profili pridobljeni s CEX. Graf podaja odvisnost absor-
bance v odvisnosti od retencijskega £asa. Retencijski £as je mera za zadrºevanje
vzorca v koloni. V danem primeru imajo kraj²i retencijski £as kisle variante, saj ne-
moteno potujejo mimo stacionarne faze. Bazi£ne variante se veºejo na stacionarno
fazo in tako je njihov retencijski £as dalj²i. Nasprotno je v primeru anionske izme-
njevalne kromatografije. V tem primeru so variante s kraj²im retencijskim £asom od
glavnih bazi£ne, variante z dalj²im retencijskim £asom pa kisle. Zatorej primerjava
retencijskih £asov razlikuje med kislimi in bazi£nimi variantami.
Slika 2.2: Shema kromatografskega profila vzorca, ki je pridobljen s kationsko izme-
njevalno kromatografijo. Kromatogram prikazuje absorbanco v odvisnosti od £asa.
2.2.2 Prehajanje med variantami
V povpre£ju so protitelesa stabilnej²a od preostalih proteinov vseeno pa izpostavlje-
nost razli£nim kemijskim in fizikalnim razgradnjam vpliva na njihovo stabilnost in
nativno stanje [16, 17]. Kemijski razgradnji, recimo deamidacija in oksidacija, vpli-
vata tako na spremembe v strukturi kot kemijske lastnosti proteinov. Med fizikalne
razgradnje uvr²£amo denaturacijo in agregacijo, ki vplivata le na preoblikovanje
strukture proteinov. Hkrati lahko poteka ve£ razli£nih razgradenj, ki jih sproºi bo-
disi temperaturna sprememba ali sprememba pH-ja, bodisi je razgradnja odvisna od
koncentracije proteina [17]. Molekule se ob razli£nih mehanskih stresih razvijajo in
tvorijo nove vezi, oddajajo ali sprejemajo ione. Tak²ne spremembe lahko opazimo
s preu£evanjem neto naboja. V nadaljevanju se bom osredoto£ila na razgradnje in
nastanek variant zaradi temperaturnih sprememb.
Temperaturna sprememba najpogosteje povzro£i denaturacijo proteina oziroma
se poru²i njegova tridimenzionalna struktura. Pri visokih temperaturah je denatu-
racija ireverzibilna, medtem ko je pri nizkih temperaturah reverzibilna. S preobliko-
vanjem strukture proteini postanejo dovzetnej²i kemijskim degradacijam. Nastanek
kislih vrst najve£krat povzro£i deamidacija [19]. To je proces kjer se iz aminokisline
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odcepi amidna skupina. Deamidacija je najpogostej²a na aminokislinah asparagin
in glutamin. Stopnja deamidacije je povezana z lego asparagina in glutamina v
aminokislinskem zaporedju znotraj tridimenzionalne strukture. V primeru deami-
dacije asparagina nastane aspartat. Pri CEX analizi imajo protitelesa z aspartatom
kraj²i retencijski £as od protiteles z asparaginom [19]. Na aspartatu lahko pote£e
izomerizacija, produkt le te ima dalj²i retencijski £as kot protitelo z aspartatom, ko
ga analiziramo s CEX. Na podlagi tega lahko predvidevamo, da obstajajo reverzi-
bilni prehodi med kislimi in bazi£nimi variantami. Kot vmesni element deamidacije
asparagina ter izomerizacije aspartata, nastane sukcinimid, ki prispeva k pove£anju
bazi£nih variant [19]. Nastanek bazi£nih variant se pojavi tudi pri oksidaciji ali pri
odstranitvi sialne kisline. Poteka ²e veliko drugih kemijskih reakcij, ki lahko vplivajo
na spremembo neto naboja, vendar niso posledica temperaturnega stresa.
2.3 Napovedovanje stabilnosti
Sestavni del razvoja novih bilo²kih zdravil je izpostavitev zdravil k prisilni razgra-
dnji [11]. Tekom razvoja so prisilne degradacije klju£ne za testiranje stabilnosti
formulacij znotraj kratkega £asovnega obdobja. Klju£no je, da so razgradnje spod-
bujene s stresnimi pogoji soodvisne s predvidenimi pogoji skladi²£enja. Uporabljajo
se razli£ne kombinacije stresnih pogojev, saj lahko ena pomoºna snov v formula-
ciji stabilizira ali destabilizira zdravilo, odvisno od stresnih dejavnikov. Pogosto se
uporabljajo stresni pogoji, ki vklju£ujejo spremembe temperature, mehanske spre-
membe, med drugim v obliki tresljajev, £rpanja, me²anja, poleg tega formulacije
izpostavljajo svetlobi ali razli£nim materialom, s katerimi lahko pridejo v stik med
shranjevanjem. Poleg ²tevilnih ²tudij pa so v uporabi tudi razli£ne modelske simu-
lacije, s katerimi sku²amo opisati dinamiko in razli£ne spremembe, predvsem pojav
agregacije znotraj formulacij [4]. Zaradi velike strukture protiteles in posledi£no
ra£unsko zahtevnih simulacij, se ponavadi uporabljajo simulacije le za dolo£ene dele
protiteles.
V uporabi so razli£ne analiti£ne metode, s katerimi dolo£imo in analiziramo na-
stale produkte znotraj formulacij. Med drugim se za zaznavanje agregatov uporablja
gelska izklju£itvena kromatografija in razli£ne mikroskopske tehnike, za zaznavanje
kemijskih sprememb se uporablja ionsko izmenjevalna kromatografija, za spremembe
v strukturi so v uporabi razli£ne spektroskopske tehnike (Ramanska, infrarde£a,...).
Stabilnostne ²tudije so £asovno omejene in potekajo na intervalu nekaj dni ali
mesecev. Ker nas zanima predvem status zdravila v dalj²em £asovnem obdobju,
so v uporabi razli£ne tehnike, ki podajajo dalj²e £asovno spreminjanje za dobljene
analitske rezultate v sami formulaciji. Najpreprostej²a tehnika je linearna ekstrapo-
lacija. Tu dane analitske podatke oziroma meritve ekstrapoliramo z linearno funkcijo
in dobimo £asovno spreminjanje danih spremenljivk. Izkaºe se, da tako enostavna
ekstrapolacija ni povsem natan£na, zato se posluºujejo ekstrapolacije z razli£nimi
£asovno odvisnimi dinami£nimi ena£bami. V primeru, da se hitrost reakcij pove£a
ob pove£anju temperature in s tem ustreza Arrheniusovi zvezi lahko ob poznavanju
aktivacijske energije in frekven£nega faktorja napovemo spreminjanje variant le na
podlagi za£etnih relativnih deleºev variant. In prav razvoj modelskih pristopov za
izbolj²ano £asovno napovedovanje stabilnosti razli£nih proteinskih variant je osrednji
cilj tega magistrskega dela.
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Model 1: Preprost primer ireverzibilnega prehajanja iz glavnih variant v kisle
in bazi£ne, lahko ponazorimo z modelom 1 na sliki 3.1a. Konstanta hitrosti reakcije
prehajanja iz glavnih v kisle variante ozna£uje k, iz glavnih v bazi£ne variante pa
q. Konstanti sta pozitivni, smer pa je dolo£ena s smerjo pu²£ic na shemi. asovno
spreminjanje posameznih variant opi²emo s sistemom diferencialnih ena£b
dM(t)
dt
= −(k + q)M(t),
dA(t)
dt
= kM(t),
dB(t)
dt
= qM(t).
(3.1)
Relativni deleº glavnih variant se zmanj²uje na ra£un prehajanja v bazi£ne in
kisle variante. Ob upo²tevanju za£etnih pogojev A(0) = A0, B(0) = B0 in M(0) =
M0 re²imo sistem ena£b 3.1 in dobimo £asovno spreminjanje posameznih variant
M(t) =M0e
−(k+q)t,
A(t) = A0 +
M0k(1− e−(k+q)t)
k + q
,
B(t) = B0 +
M0q(1− e−(k+q)t)
k + q
.
(3.2)
Glavne variante se eksponentno zmanj²ujejo na ra£un pove£anja kislih in bazi£nih
variant. Pove£anje le teh je odvisno od vrednosti konstant hitrosti reakcije. Na
sliki 3.2 sta prikazana dva primera £asovnega spreminjanja variant v odvisnosti od
razli£nih vrednosti konstant hitrosti reakcij.
Slika 3.2: Primera £asovnega spreminjanja relativnega deleºa variant pri razli£nih
hitrostih reakcij. Rde£a krivulja (A) ponazarja spreminjanje kislih variant, modra
krivulja (B) ponazarja spreminjanje bazi£nih variant, £rna krivulja (M) pa spre-
minjanje glavnih variant. Konstanti hitrosti reakcij k in q sta izraºeni v enotah
relativnega deleºa na izbrani £asovni interval. V na²em primeru so konstante hitro-
sti izraºene v procentih na mesec [ 1
mesec
].
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Model 2: Shema na sliki 3.1b poleg ireverzibilnega prehajanja iz glavnih v kisle
in bazi£ne variante upo²teva ²e reverzibilno prehajanje med kislimi in bazi£nimi
variantami. Reverzibilni prehodi temeljijo zlasti na deamidaciji asparagina. Prehod
iz glavnih v kisle in bazi£ne variante je definiran s konstantama k in q, prehod iz
kislih v bazi£ne variante je definiran s konstanto hitrosti reakcije k′, iz bazi£nih nazaj
v kisle pa ponazarja q′. Sistem diferencialnih ena£b, ki opisuje £asovno spreminjanje
variant na podlagi modela 2 je
dM(t)
dt
= −(k + q)M(t),
dA(t)
dt
= kM(t) + q′B(t)− k′A(t),
dB(t)
dt
= qM(t) + k′A(t)− q′B(t).
(3.3)
Model 3: Nadgradnja modela 1 je model 3 na sliki 3.1c, ki dopu²£a reverzibilne
prehode med variantami. Konstanti hitrosti reakcije k in q ponazarjata prehajanje
iz glavnih variant v kisle in bazi£ne, medtem ko k′ in q′ ponazarjata prehajanje iz
kislih in bazi£nih nazaj v glavne variante. Zopet model prehodov opi²emo s sistemom
diferencialnih ena£b
dM(t)
dt
= k′A(t) + q′B(t)− (k + q)M(t),
dA(t)
dt
= kM(t)− k′A(t),
dB(t)
dt
= qM(t)− q′B(t).
(3.4)
Modela 2 in 3, torej sistema diferencialnih ena£b 3.3 in 3.4, lahko re²imo ana-
liti£no, na primer s programom Wolfram Mathematica z uporabo funkcije DSolve.
Zapi²emo diferencialne ena£be izbranega modela, skupaj z za£etnimi pogoji, ki pred-
stavljajo za£etne relativne deleºe variant in dobimo re²itev danega sistema. Dobimo
pa kompleksne in dolge analiti£ne odvisnosti, ki dajejo tako zaradi kompleksnosti
slab vpogled, zato jih nisem vklju£ila.
Za nadaljno analizo in re²evanje sistemov sem zato uporabila numeri£ni modelski
pristop, in sicer implementiran s programskim jezikom in knjiºnicami v Python-u.
Slednji vklju£uje funkcije, ki omogo£ajo numeri£no re²evanje diferencialnih ena£b.
Sprva zapi²emo izbrani model danih diferencialnih ena£b (sistem 3.1, 3.3 ali 3.4)
in dolo£imo spremenljivke, v na²em primeru so to glavne, kisle in bazi£ne variante.
Ker konstante hitrosti reakcij niso neodvisne spremenljivke in jih ºelimo optimizi-
rati, jih v modelu definiramo kot parametre ter jim dolo£imo velikost intervala ter
za£etno vrednost. Ker bi negativen predznak konstante hitrosti pomenil, da je pre-
hajanje v nasprotni smeri kot je definirano na shemah prehodov (slika 3.1), je nujno
definirati le pozitivne vrednosti konstant. Sistem navadnih diferencialnih ena£b re-
²im s funkcijo ODEModel iz knjiºnice symfit [23]. Za izra£un neznanih konstant
hitrosti reakcije model diferencialnih ena£b prilagodimo oziroma interpoliramo na
dane meritve variant in s tem ocenimo vrednosti konstant, ki najbolje opi²ejo dano
£asovno spreminjanje variant. Za dobro prilagoditev je potrebno imeti zadostno ko-
li£ino podatkov, da je ²tevilo podatkov na katere prilagajamo model ve£je od ²tevila
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neznanih parametrov. V nasprotnem primeru imamo lahko predolo£en sistem in
ocena parametrov ni primerna. Omenjena teºava se je pojavila pri analizi nekaterih
reºimov formulacij, saj je bilo v nekaterih primerih ²tevilo podatkov manj²e od defi-
niranih parametrov modela. Dobljene ocene konstant hitrosti reakcije sem uporabila
za modelski izra£un £asovnega spreminjanja variant.
Izra£un konstant hitrosti omogo£a tudi napoved £asovnega spreminjanja vari-
ant za dalj²e £asovno obdobje od obravnavanega, kar je uporabno predvsem tekom
razvoja novih biolo²kih zdravil. Za dane podatke izmerjene v kraj²em £asovnem
obdobju lahko predvidimo stanje v poznej²em obdobju in s tem prihranimo £as z
nadaljnjimi meritvami. Izbira modela, ki bi £im bolje opisal £asovno spreminjanje
variant je, poleg zadostne koli£ine meritev, klju£na.
3.2 Kvaliteta prilagajanja modela
Z uporabo razli£nih shem prehodov lahko opi²emo £asovno spreminjanje variant,
neznane konstatne hitrosti reakcij pa lahko dolo£imo z izra£unom modelske funkcije.
Kako dobro je prilagajanje dobljene modelske funkcije k danim meritvam sem ocenila
z izra£unom vsote kvadriranih ostankov (angl. sum of squared residuals, SSR) [24]
SSR =
N∑
i=1
(yi − y′)2, (3.5)
s katero izra£unamo odstopanje modelskega izra£una (y′) od meritev (yi). Kakovost
regresije (angl. goodnes of fit) je dolo£ena z vrednostjo SSR. Velike vrednosti po-
menijo slab²e ujemanje oziroma prilagajanje, nasprotno majhne vrednosti pomenijo
dobro prilagajanje modelske funkcije k danim vrednostim. Primerjava koeficientov
za posamezne modele mi je bila v pomo£ pri izbiri najustreznej²ega modela.
Prilagajanje modela je odvisno tudi od merske napake danih meritev. Ker za
posamezne meritve merske napake niso na voljo in so le te za vse meritve ocenjene
na 3-5% relativne standardne napake, jih pri analizi nisem upo²tevala. Seveda bi
natan£nej²e poznavanje merskih napak ²e izbolj²alo kakovost analiz in napovedi.
3.3 Dolo£anje temperaturne odvisnosti konstant re-
akcije
Z interpolacijo pridobljenih podatkov je cilj tudi dolo£iti £asovni potek spreminjanja
proteinskih variant pod vplivom razli£nih temperaturnih stresov. Seveda se moramo
zavedati negotovosti tak²nih napovedi in upo²tevati ali testni pogoji zanesljivo pred-
vidijo spremembe variant pri dolgoro£nem shranjevanju.
Arrheniusovo zvezo sem vpeljala v primeru reakcij prvega reda (na primer X →
Y ; dY (t)
dt
= cX(t) in dX(t)
dt
= −cX(t)), kjer potem konstanto hitrosti reakcije c
zapi²emo kot [11, 14]
c = Ae
−Ea
kBT . (3.6)
A je frekven£ni faktor izraºen v enotah konstante hitrosti reakcije, Ea je aktivacij-
ska energija potrebna za pretvorbo reaktantov v produkte, T je temperatura in kB
Boltzmannova konstanta. Z nara²£ajo£o temperaturo ali zmanj²anjem aktivacijske
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energije bo konstanta hitrosti reakcije eksponentno nara²£ala in procesi bodo ver-
jetnej²i. Obratno je v primeru zmanj²anja temperature ali pove£anja aktivacijske
energije, ko se konstanta hitrosti reakcije zmanj²a. Konstanta hitrosti reakcije nam
pove kako hitro kemijska reakcija pote£e. Pri danih modelih prehodov je vrednost
pozitivna in izraºena v procentih na £asovno enoto (tipi£no 1/dan ali 1/mesec), smer
pa je definirana s smerjo pu²£ice na sliki 3.1.
Vpeljava Arrheniusove ena£be je predvsem uporabna za dolo£anje roka traja-
nja biolo²kih zdravil pri izpostavitvi neznanim temperaturam. Pri transportu ali
kon£nemu injiciranju zdravila je lahko biolo²ko zdravilo izpostavljeno vi²jim tempe-
raturam, kot je priporo£eno. V primeru, da med stabilnostnimi ²tudijami ni bilo
izvedenih meritev pri tak²nih temperaturah nam izra£uni Arrheniusove ena£be omo-
go£ajo dolo£iti oceno relativnih deleºev zdravila pri danih temperaturah. Omejitev
uporabe Arrheniusove ena£be se pojavi pri reakcijah, ki potekajo vzporedno in je
Arrheniusova napoved veljavna le za posamezne reakcije, £e le te niso medsebojno
povezane [11].
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Rezultati
Analizirala sem £asovno spreminjanje variant treh razli£nih formulacij (Formulacija
1, 2 in 3) biolo²kih zdravil. Podatki o variantah, pri razli£nih temperaturah so
bili eksperimentalno pridobljeni s kationsko izmenjevalno kromatografijo. Vredno-
sti posameznih variant so izraºene v relativnih deleºih (%) glede na celotno ²tevilo
detektiranih varian proteinov (kar ustreza povr²ini pod kromatografskim profilom).
Koli£ina pridobljenih podatkov je omejena, saj so meritve vzete iz tipi£nih stabil-
nostnih ²tudij biolo²kih zdravil. Tako poseben izziv predstavlja razvoj ustrezne
metode, ki bo navkljub omejenemu ²tevilu dejanskih izmerjenih podatkov omogo-
£ala zanesljivo napovedovanje stabilnosti zdravila. Za £asovno analizo spreminjanja
variant sem uporabila sheme prehodov predstavljene v Poglavju 3.
4.1 Formulacija 1
Slika 4.1 prikazuje modelsko regresijo za formulacijo 1. Grafi predstavljajo £asovno
spreminjanje glavnih, kislih in bazi£nih variant, pri treh razli£nih temperaturah. Na
za£etku je bil v formulaciji najve£ji relativni deleº glavnih variant, bazi£nih je bilo za
2,2% ve£ od kislih. Pri temperaturi 5°C so na voljo 18-mese£ni podatki, medtem ko
imamo pri 25°C in 40°C na voljo ²estmese£ne podatke. Pri 5°C je formulacija vidno
stabilna, saj so se v 18-mese£ni dobi bazi£ne variante spremenile za manj kot 1%,
kisle variante pa za manj kot 2%. Izpostavitev formulacije vi²jim temperaturam, je
razlog za pove£anje kislih variant. V polletni dobi je pri 25°C, ²e bolj pa pri 40°C,
opazno nara²£anje kislih variant na ra£un glavnih. Relativni deleº bazi£nih variant
ni izrazito odvisen od spremembe temperature, saj se le ta bistveno ne spreminja.
Primerjava ujemanja danih meritev z modelskimi rezultati ter izra£un testnih
koeficientov predlaga izbiro primerne sheme prehodov. Pri 5°C je spreminjanje vari-
ant komaj opazno, temu primerno je tudi precej dobro ujemanje modelske regresije.
Z vidika testnega koeficienta kakovost regresije pa pri 5°C ni najbolj²a. Primerjava
le teh pri razli£nih shemah prehodov predlaga ekvivalentnost med izbiro sheme. Ka-
kovost regresije je povezana s spreminjanjem relativnega deleºa variant, saj je pri
25°C in 40°C kakovost regresije pri kislih in glavnih variantah opazno izbolj²ana.
V glavnem vsi trije modeli zadovoljivo opi²ejo spreminjanje variant, izstopajo pa
rezultati pridobljeni z modelom 3. Prilagajanje modelske funkcije je najbolj²e, saj
so vrednosti SSR najmanj²e.
Skupaj z dobljenimi modelskimi funkcijami, sem pridobila ustrezne konstante hi-
trosti reakcij. Njihovi modelski izra£uni so prikazani na sliki 4.2 (levi grafi). Hitrost
25
Poglavje 4. Rezultati
reakcij naj bi bila v sorazmerju s temperaturo. Konstanta hitrosti reakcij (k), ki
opisuje prehajanje iz glavnih v kisle variante se pri vseh treh shemah pri£akovano
pove£uje skladno s temperaturo. asovno spreminjanje kislih variant je izrazitej²e
in so temu primerno, v primerjavi z drugimi, vi²je tudi vrednosti pripadajo£ih kon-
stant. asovno spreminjanje bazi£nih variant ni izstopajo£e in v skladu s tem so pri
modelu 1 izra£unane manj²e vrednosti konstant q. Pri modelih 2 in 3 lahko opazimo,
da s temperaturo nara²£a konstanta prehajanja reakcije (q′) iz bazi£nih variant v
kisle in glavne, kar vpliva tudi na pove£ano vrednost konstante q. Upo²tevajo£, da
£asovno spreminjanje bazi£nih variant ni znatno, na velikost konstant vpliva model-
sko ra£unanje regresije. Vrednosti konstant so izra£unane in dolo£ene, da regresija
optimalno opi²e dane podatke.
4.2 Formulacija 2
Na sliki 4.3 so prikazani rezultati modelske regresije za dane meritve druge formu-
lacije. Meritve £asovnega spreminjanja relativnega deleºa variant so izmerjene pri
treh razli£nih temperaturah, v £asovnem intervalu stotih dni. Na za£etku je bilo
v formulaciji 2 skoraj tretjino variant nabitih, od tega so prevladovale negativno
nabite variante. Vrednosti bazi£nih variant so se pri vseh treh temperaturah gibale
okoli vrednosti 10%. Pri 40°C je opazno zmanj²evanje relativnega deleºa pozitivno
nabitih variant, ki jih dobro opi²e model 3. Pri izpostavljenosti temperaturi 40°C,
ºe skoraj po mesecu dni v formulaciji prevladujejo nabite variante. Meritve naka-
zujejo, da pove£anje temperature vpliva na intenzivnej²e spreminjanje relativnega
deleºa kislih variant. e zanemarimo zmanj²anje bazi£nih variant pri 40°C, ki so
lahko posledica napak pri merjenju, lahko re£emo, da temperatura ne vpliva na
spreminjanje bazi£nih variant.
Pri 5°C je kakovost modelskih funkcij na podlagi testnih koeficientov najmanj
zanesljiva, vendar kljub temu dobljena modelska funkcija dobro sledi spreminjanju
relativnih deleºev, ki se ne spreminjajo znatno. Podobno se dogaja pri bazi£nih
variantah tudi pri preostalih dveh temperaturah. Vrednosti SSR kaºejo na dobro
kakovost modelske funkcije. Pove£anje kislih variant v glavnem zadovoljivo opi²ejo
vsi trije modeli, vendar je kakovost modelske funkcije, po primerjavi izra£unanih
koeficientov najbolj²a pri upo²tevanju reverzibilnih prehodov med variantami, torej
z uporabo modela 3.
Dobljene konstante hitrosti prehajanja za formulacijo 2 so predstavljene na sliki
4.4. Grafi na levi strani prikazujejo modelske izra£une konstant v odvisnosti od
temperature. Pri modelu 1, skladno s spreminjanjem kislih variant s temperaturo
nara²£a tudi hitrost prehodov. Ker ni prisotnega spreminjanja bazi£nih variant, so
temu primerno majhne in nespremenjene konstante hitrosti reakcij (q) iz glavnih v
bazi£ne variante. Pri modelih, ki dovoljujejo reverzibilne procese ne opazimo nara-
²£anja vrednosti konstant v odvisnosti od temperature. Pri najniºjih in najvi²jih
temperaturah izstopajo pove£ane vrednosti povratnih prehodov (k′, q′) iz nabitih
variant. Razlog je naverjetneje pri ra£unanju modelske regresije, ki i²£e in prila-
gaja neznane parametre, da se modelska funkcija najbolj optimalno prilega danemu
omejenemu ²tevilu podatkov.
26
4.2. Formulacija 2
Slika 4.1: Primer uporabe treh razli£nih modelov prehodov za formulacijo 1. Grafi
predstavljajo £asovno spreminjanje variant pri razli£nih temperaturah. Krivulje
na grafu predstavljajo modelsko regresijo, to£ke pa ozna£ujejo dane podatke. V
levem stolpcu je prikazana regresija modelske funkcije z uporabo modela 1. Pri
sredinskih treh grafih je bil uporabljen model 2. Desni stolpec pa prikazuje modelske
funkcije modela 3. Na zgornjih treh grafih je regresija podatkov pri temperaturi
5°C, sredinski trije so pri 25°C in spodnji trije pri 40°C. Za vsak posamezni graf so
prikazani ²e izra£uni koeficienta SSR.
27
Poglavje 4. Rezultati
Slika 4.2: Modelski izra£uni konstant hitrosti reakcij za formulacijo 1. Grafi na
levi prikazujejo konstante hitrosti reakcij (c) pri razli£nih temperaturah (T), za vse
tri obravnavane modele. Grafi na desni strani prikazujejo logaritemske vrednosti
konstant reakcije v odvisnosti od obratne vrednosti temperature. Konstante so
zaradi izbire £asovne skale definirane v procentih na mesec [mesec−1], temperatura
je v kelvinih [K].
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Slika 4.3: asovno spreminjanje variant, pri 5°C, 25°C in 40°C v primeru formulacije
2. Meritve variant so prikazane s to£kami, modelske funkcije pa so prikazane s
krivuljami. Modelske funkcije so po stolpcih razdeljene na modele 1, 2 in 3. Meritve
pri razli£nih temperaturah si sledijo po vrstah, od 5°C v prvi vrsti do 40 °C v zadnji
vrsti. Vsak graf vsebuje tudi izra£une koeficienta SSR.
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Slika 4.4: Modelski izra£uni temperaturne odvisnosti konstant hitrosti reakcij za
formulacijo 2. Na levih grafih je prikazana odvisnost konstante hitrosti reakcij (c)
od temperature (T), pri vseh treh obravnavanih modelih. Grafi na desni strani pri-
kazujejo logaritemske vrednosti konstante reakcije v odvisnosti od obratne vrednosti
temperature.
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4.3 Formulacija 3
asovno spreminjanje variant pri formulaciji 3 je bilo izmerjeno pri ²estih razli£nih
temperaturah (5°C, 25°C, 40°C, 50°C, 55°C in 60°C). Dani podatki nam tako dajo
bolj²i vpogled v odvisnost temperature na spreminjanje relativnih deleºev variant.
Na voljo so podatki izmerjeni v intervalu nekaj dni pri vi²jih temperaturah, pa do
nekaj mesecev pri niºjih temperaturah. Dobljene modelske funkcije so prikazane na
sliki 4.5. Ker smo omejeni s koli£ino podatkov, je pri 40°C v primeru modela 2 in 3
na² sistem predolo£en, kar ozna£uje oznaka PR na grafu.
Relativni deleº bazi£nih variant je efektivno ves £as konstanten. Lahko potr-
dimo, da pove£anje temperature ne vpliva na £asovno spreminjanje bazi£nih vari-
ant. Ravno nasprotno je z nastankom kislih variant. Relativni deleº kislih variant je
mo£no odvisen od spremembe temperature. Za primerjavo poglejmo £asovni inter-
val pri posameznih temperaturah, potreben za spremembo kislih variant na vrednost
okoli 40%. Pri 5°C in 25°C v obravnavanem obdobju relativni deleº kislih variant ni
dosegel dane vrednosti. Pri 40°C je bilo okoli 40% kislih variant po enem mesecu.
Pri 50°C se je doba skraj²ala na okoli 10 dni, pri 55°C je bilo ºe prej kot v tednu dni
v formulaciji ve£ kot 40% kislih variant. Pri 60°C pa je relativni deleº narasel ºe v
prvih treh dneh. Temperaturni stres mo£no vpliva na prehajanje glavnih variant v
kisle variante.
Dobljene modelske funkcije vseh treh modelov dobro opi²ejo spreminjanje vari-
ant. Primerjava testnih koeficientov je zopet nekoliko bolj v prid izbiri modela 3.
Modelski izra£uni konstant hitrosti so prikazani na sliki 4.6. Konstanti, ki opisujeta
prehod variant iz glavnih v kisle in bazi£ne (k in q), pri vseh treh modelih nara²£ata
s temperaturo. Vrednosti se med razli£nimi modeli razlikujejo, predvsem zaradi
dodatka reverzibilnih prehodov, ki samo doprinesejo k bolj²i modelski regresiji.
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Slika 4.5: asovno spreminjanje variant v formulaciji 3. Meritve variant so prikazane s
to£kami, modelske funkcije pa so ponazorjene s krivuljami. Meritve so razvr²£ene v vrste
po nara²£ajo£i temperaturi. Modelske funkcije pa so po stolpcih razdeljene na modele 1,
2 in 3. Vsak graf prikazuje izra£unane vrednosti koeficienta SSR.
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Slika 4.6: Temperaturna odvisnost konstant hitrosti reakcij za formulacijo 3. Grafi
na levi prikazujejo konstante hitrosti reakcij (c) v odvisnosti od temperature (T),
pri vseh treh obravnavanih modelih. Grafi na desni strani prikazujejo logaritemske
vrednosti konstant reakcije v odvisnosti od obratne vrednosti temperature.
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4.4 Ekstrapolacija podatkov
asovno spreminjanje variant lahko predvidimo tudi z ekstrapolacijo podatkov. To
nam da predviden vpogled stanja formulacije v izbranem £asovnem intervalu, kot
napovedan na osnovi predhodnih meritev. Za modelsko ekstrapolacijo sem upora-
bila model 3, ki se je izkazal kot naju£inkovitej²i pri opisovanju prehajanja variant
in jo primerjala z linearno ektrapolacijo, ki je ponavadi v uporabi. Ker je koli£ina
podatkov iz stabilnostnih ²tudij biolo²kih zdravil omejena, nas je zanimalo spremi-
njanje napovedi pri razli£nih za£etnih vrednostih podatkov. Ker ima model 3 ²tiri
neznane parametre, sem ekstrapolacijo za£ela pri za£etni vrednosti 5-ih podatkov.
Analizirala sem formulaciji 1 in 2, saj imata na voljo ve£jo koli£ino podatkov.
Rezultati za formulacijo 1 so prikazani na sliki 4.7. Polne krivulje prikazujejo
ekstrapolacijo pridobljeno z uporabo modela 3, £rtkane £rte pa z uporabo linearne
regresije. Pri 5°C je bilo za prvih 18 mesecev na voljo 8 meritev, pri 25°C in 40°C
pa za prvih 6 mesecev 7 meritev. Pri 5°C se pri glavnih in kislih variantah izkaºe,
da pri za£etni vrednosti 5-ih podatkov, dobimo najbolj²o ekstrapolacijo meritev.
Ekstrapolacija zajame za£etno spreminjanje variant, medtem ko linearna regresija
te spremembe ne zajame. Ko se relativni deleº variant po 6 mesecih pribliºno ustali,
je modelska ekstrapolacija nadvse podobna linearni in ni ve£ mo£ opaziti ujemanja z
za£etnim spreminjanjem variant. Linearna ekstrapolacija se v ve£ini primerov bolje
prilega dejanskim rezultatom. Druga£na slika je pri 25°C in 40°C, kjer je jasno, da
uporaba linearne ekstrapolacije ni ustrezna.
Ekstrapolacija za formulacijo 2 je prikazana na sliki 4.8. Tu je bila na voljo
manj²a koli£ina podatkov, v kraj²em £asovnem obdobju. Pri 5°C tako ekstrapolacija
pridobljena z modelom 3 kot tudi linearna nista ustrezni, saj predvidita prehitro
spreminjanje variant. Pri 25°C in 40°C linearna ekstrapolacija zopet ni primerna.
Ekstrapolacija pridobljena z uporabo modela 3 se izkaºe za ustreznej²o od li-
nearne ekstrapolacije, ki je primerna le za opis variant brez izrazitega £asovnega
spreminjanja. Spodnjo efektivno mejo koli£ine podatkov, ²e primerne za napoved,
je teºko dolo£iti, saj mo£no zavisi od konkretne formulacije. Vsekakor drºi, da ve£ja
koli£ina podatkov omogo£a laºjo analizo. Mejo bi kve£jemu lahko dolo£ili z ustalje-
nimi relativnimi deleºi variant, oziroma ko ni ve£ prisotnega £asovnega spreminjanja
variant. Za primer, pri formulaciji 1 pri 5°C bi bila to meja 5-ih za£etnih podatkov.
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Slika 4.7: Ekstrapolacija glavnih, kislih in bazi£nih variant v formulaciji 1 pri raz-
li£nem za£etnem ²tevilu upo²tevanih zajetih podatkov. Polne krivulje prikazujejo
modelsko ekstrapolacijo z uporabo modela 3, £rtkane £rte pa linearno ekstrapolacijo.
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Slika 4.8: Ekstrapolacija glavnih, kislih in bazi£nih variant v formulaciji 2 pri raz-
li£nem za£etnem ²tevilu upo²tevanih zajetih podatkov. Polne krivulje prikazujejo
modelsko ekstrapolacijo z uporabo modela 3, £rtkane £rte pa linearno ekstrapolacijo.
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4.5 Temperaturna odvisnost
Eksponentno nara²£anje konstante hitrosti reakcije s temperaturo opisuje Arrheniu-
sova zveza (ena£ba 3.6), kar se lahko izkoristi za interpretacijo spreminjanja variant
pri neznanih temperaturah. Modelski izra£uni konstant za dane formulacije so prika-
zani na slikah 4.2, 4.4 in 4.6. Grafi na desni strani prikazujejo logaritemsko vrednost
konstant reakcij v odvisnosti od obratne vrednosti temperature. Slednji bi v pri-
meru eksponentne odvisnosti konstante reakcije in temperature prikazovali padajo£e
linearne funkcije. Eksponentna temperaturna odvisnost je razvidna predvsem pri
dobljenih koeficientih iz modela 1, zato sem analizirala rezultate pridobljene pri
omenjenem modelu.
Iz profila konstante hitrosti reakcije v odvisnosti od temperature lahko dolo£imo
aktivacijsko energijo in frekven£ni faktor. Z logaritmiranjem ena£be 3.6 dobimo
ln c = lnA− Ea
kB
1
T
, (4.1)
kjer prepoznamo podobnost z ena£bo linearne funkcije (y = ax + b). To nam omo-
go£a, da iz naklona grafa ln c v odvisnosti od 1/T dobimo vrednost aktivacijske
energije. Za£etna vrednost ustreza faktorju lnA in z antilogaritmiranjem za£etne
vrednosti dobimo frekven£ni faktor A. Poznavanje aktivacijske energije in frekven£-
nega faktorja omogo£a predvideti potek reakcij pri razli£nih temperaturah.
Temperaturno odvisnost sem natan£neje analizirala za formulacijo 3, saj so na
voljo podatki pri vi²jih temperaturah in je eksponentno nara²£anje koeficientov naj-
bolj izrazito. Logaritemska vrednost dobljenih konstant v odvisnosti od obratne
vrednosti temperature je prikazana na sliki 4.9. e za dane podatke dolo£imo li-
nearno regresijo, lahko ocenimo aktivacijsko energijo in frekven£ni faktor konstante
hitrosti. Za izra£un sem uporabila programski jezik Python, kjer sem z uporabo
knjiºnice SciPy izra£unala modelsko linearno regresijo danega grafa. Prileganje mo-
delske regresije je na sliki 4.9 prikazano s £rtkano £rto. Z izra£unom regresije sem
ocenila naklon danih krivulj ter njuni za£etni vrednosti. Iz naklona grafa (a) sem
izra£unala vrednost aktivacijske energije
Ea = −a · kB. (4.2)
Vrednosti izra£unanih aktivacijskih energij sta Ek = 1, 84 · 10−19JK−1 in Eq =
1, 56 · 10−19JK−1. Rezultati so smiselni, saj je za prehajanje iz glavnih variant v
bazi£ne potrebna ve£ja energija kot pri prehajanju v kisle variante in je prehajanje
iz glavnih v kisle bolj verjetno. Frekven£ni faktor sem izra£unala z uporabo za£etne
vrednosti, pri £emer dobimo Ak = 5, 02 · 1017mesec−1 in Aq = 2, 12 · 1014mesec−1.
Dobljeni vrednosti nam na podlagi za£etne vrednosti relativnega deleºa variant omo-
go£ata izra£un konstante prehajanja pri razli£nih temperaturah ter s tem dolo£itev
£asovnega spreminjanja variant. To je ²e predvsem prakti£no, £e nas zanima £asovno
spreminjanje variant pri temperaturi, pri kateri meritve niso na voljo.
Z uporabo Arrheniusove ena£be 3.6 sem izra£unala vrednosti konstant hitrosti re-
akcije k in q pri razli£nih temperaturah ter z uporabo sistema 3.2 pri danih za£etnih
vrednostih izra£unala £asovno spreminjanje variant v formulaciji. asovno spremi-
njanje kislih variant z uporabo Arrheniusove ena£be je prikazano na sliki 4.10. Pri
5°C se je relativni deleº variant sprva zmanj²al, kar dobljeni izra£uni ne predvidijo,
saj model 1 predvideva le nara²£anje kislih variant. Arrheniusova napoved se prilega
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Slika 4.9: Graf prikazuje logaritemske vrednosti dobljenih konstant hitrosti reakcije v
odvisnosti od obratnih vrednosti temperatur ter linearno regresijo podatkov (£rtkana
£rta), za formulacijo 3. Konstanta k predstavlja prehajanje iz glavnih variant v kisle,
konstanta q pa iz glavnih variant v bazi£ne. Za posamezni konstanti sta zapisani
dobljeni aktivacijski energiji (Ek, Eq) in frekven£na faktorja (Ak, Aq).
zadnji meritvi, ko so se relativni deleºi pove£ali v primerjavi z za£etno vrednostjo.
Podobna situacija je pri 25°C. Pri 40°C se Arrheniusova napoved nekoliko slab²e
prilega danim meritvam, vendar pravilno predvideva nara²£anje variant. Zelo dobro
je ujemanje dobljene napovedi z meritvami pri vi²jih temperaturah. V glavnem do-
bljena napoved dobro opi²e spreminjanje kislih variant. Na grafu je predstavljeno
tudi £asovno spreminjanje kislih variant pri 20°C in 30°C (£rtkani £rti). Za ti dve
temperaturi meritve niso na voljo. Napoved je ustrezna, saj se variante pri 20°C
spreminjajo hitreje kot pri 5°C in po£asneje kot pri 25°C. Podobno je tudi pri 30°C,
spreminjanje je hitrej²e kot pri 25°C vendar hkrati po£asnej²e kot pri 40°C. Tak²na
napoved nam da pribliºen vpogled v najverjetnej²i scenarij spreminjanja variant.
Arrheniusova napoved spreminjanja glavnih variant je prikazana na sliki 4.11.
Pri 5°C je ujemanje dobljene napovedi najmanj skladno z dejanskimi meritvami.
Napoved ne predvideva tako hitrega spreminjanja glavnih variant, kot to nakazujejo
dejanske meritve. Pri preostalih meritvah je napoved ustreznej²a in se bolj ujema z
danimi meritvami. Zavedati se moramo, da se pri vi²jih temperaturah relativni deleº
glavnih variant hitro zmanj²a na ni£lo zaradi pretiranega pove£anja bazi£nih vari-
ant. Napoved bazi£nih variant pri niºjih temperaturah napove premajhne vrednosti
relativnih deleºev, pri vi²jih pa prevelike. Glede na dejanske meritve se relativni de-
leºi bazi£nih variant s temperaturo ne spreminjajo, zato dobljenih rezultatov nisem
podrobneje predstavila.
S preprostim modelom ireverzibilnih prehodov iz glavnih variant v kisle in ba-
zi£ne, dobimo vrednosti hitrosti konstant iz katerih lahko konstruiramo Arrheniu-
sovo zvezo, ki nam omogo£a izra£un £asovnega spreminjanja vrednosti relativnih
deleºev pri neznanih temperaturah. Zavedati se moramo, da je napoved £asovnega
spreminjanja variant z upo²tevanjem Arrheniusove zveze le pripomo£ek za oceno
spreminjanja variant biolo²kega zdravila in da se natan£nost napovedi z ve£jim ²te-
vilom meritev, predvsem pri razli£nih temperaturah, lahko izrazito pove£a.
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Slika 4.10: Napoved £asovnega spreminjanja kislih variant v formulaciji 3, katerih
za£etna vrednost relativnega deleºa je zna²ala 27%. To£ke predstavljajo dejanske
meritve.
Slika 4.11: Napoved £asovnega spreminjanja glavnih variant v formulaciji 3, katerih
za£etna vrednost relativnega deleºa je zna²ala 64,9%. To£ke predstavljajo dejanske
meritve.
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Zaklju£ek
V magistrskem delu sem obravnavala £asovno spreminjanje razli£no nabitih  t.i.
glavnih, kislih in bazi£nih variant  v treh proteinskih disperzijah. Dobljene meritve
so vzete iz stabilnostnih ²tudij biolo²kih zdravil, zato ni na voljo velikega ²tevila
podatkov in je analiza le teh oteºena. Primerjala sem razli£ne modele prehodov,
definirane na podlagi teoreti£nih prehodov med variantami. Pri 5°C prehajanje med
variantami ni izrazito in so rezultati razli£nih modelov dokaj skladni. Povi²anje tem-
perature vpliva na hitrej²e prehajanje med glavnimi in kislimi variantami, medtem
ko temperatura ne vpliva na nastajanje bazi£nih variant. Izkazalo se je, da model
3, ki vklju£uje reverzibilne prehode med variantami najbolje opi²e dejanske meritve.
Zelo dobra regresija je bila tudi v primeru modela 2. Predpostavka reverzibilnih pre-
hodov med variantami je smiselna, saj se dobljene modelske krivulje dobro ujemajo z
dejanskimi meritvami, poleg tega tudi kvadrati ostankov nakazujejo na dobro kvali-
teto modelske regresije, vendar pa je standardna deviacija dobljenih parametrov zelo
velika. Red velikosti standardne deviacije je primerljiv z redom velikosti konstant
hitrosti reakcije. To je neposredno povezano s ²tevilom parametrov pri modelih 2
in 3, kjer ºelimo dolo£iti ²tiri konstante hitrosti reakcij na precej majhni koli£ini
podatkov. Tako lahko dolo£imo le grobo oceno parametrov. Za natan£nej²o oceno,
bi potrebovali ve£jo koli£ino meritev oziroma manj²e ²tevilo parametrov. Posledi£no
natan£nej²o oceno parametrov dobimo pri modelu 1, ki opisuje ireverzibilne prehode
iz glavnih variant v kisle in bazi£ne. Predpostavka ireverzibilnih prehodov slab²e
opi²e prehajanje variant, saj ne predpostavlja zmanj²anja kislih ali bazi£nih variant,
ki pa so predvsem prisotne pri 5°C. Zato bi bilo zanimivo analizirati formulacije z
ve£jo koli£ino podatkov z uporabo modela, ki vklju£uje reverzibilno prehajanje med
variantami.
Ekstrapolacija podatkov nam poda pribliºen vpogled v £asovno spreminjanje
variant, ki se v primeru modela 3 izkaºe za ustreznej²o kot v primeru linearne eks-
trapolacije podatkov. Kjer £asovno spreminjanje variant ni preve£ izrazito oziroma
je ºe ustaljeno (na primer v primeru formulacije 1 pri 5°C), so rezultati linearne
ekstrapolacije primerljivi z rezultati ekstrapolacije modela 3, druga£e je ekstrapo-
lacija z uporabo modela 3 primernej²a. Z ekstrapolacijo lahko napovemo vrednosti
relativnih deleºev variant le pri tistih temperaturah, pri katerih imamo na voljo me-
ritve. V primeru, da nas zanima spreminjanje variant pri neznanih temperaturah si
z ekstrapolacijo ne moremo pomagati. Za £asovno spreminjanje variant pri neznanih
temperaturah pa lahko uporabimo Arrheniusovo zvezo, ki nam ob poznavanju akti-
vacijske energije ter frekven£nega faktorja konstante omogo£a napoved spreminjanja
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variant na podlagi za£etne vrednosti relativnih deleºev pri poljubnih temperaturah.
Pogoj za Arrheniusovo zvezo je temperaturna odvisnost konstant hitrosti reak-
cije. Za natan£nej²o oceno aktivacijske energije in frekven£nega faktorja hitrosti so
potrebne konstante hitrosti pri razli£nih temperaturah. Ker so meritve pri ve£ih
temperaturah izvedene le pri formulaciji 3, sem samo za to formulacijo dolo£ila Arr-
heniusovo zvezo in sicer v okviru modela 1. Bazi£ne variante pri tej formulaciji niso
pogojene s temperaturo, je pa potrebno omeniti, da preveliko spreminjanje bazi£nih
variant vpliva na hitrej²e zmanj²anje glavnih variant. Spreminjanje kislih variant
pa je odvisno od temperarature, kar zelo dobro nakazujejo tudi rezultati pridobljeni
z Arrheniusovo zvezo. Zmanj²anje variant pri 5°C in 25°C ni zajeto, saj ireverzi-
bilni prehodi ne predpostavljajo zmanj²anja variant. Pri posamezni temperaturi
sta zajeti zadnji dani meritvi, ko so se kisle variante pove£ale. Pri 40°C je napo-
vedano pove£anje kislih variant sicer manj²e kot pri dejanskih meritvah. Pri vi²jih
temperaturah se Arrheniusova napoved dobro ujema z dejanskimi meritvami.
Z magistrskim delom smo pokazali, da uporaba razli£nih modelov prehodov do-
bro opi²e spreminjanje dejanskih meritev. Zaradi omejenosti meritev lahko dolo£imo
le grobe ocene konstant hitrosti reakcij ter Arrheniusovo zvezo izpeljemo le pri osnov-
nih ireverzibilnih prehodih. V primeru upo²tevanja reverzibilnih prehodov variant
bi za bolj²o oceno konstant hitrosti potrebovali ve£je ²tevilo meritev, pri razli£nih
temperaturah.
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